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4-HNE                      4-hydroxy-2-nonenal 
ARE                        anti-oxidant response element 
AP-1                        activator protein-1 
Bax                         Bcl-2 associated X-protein 
Bcl-xL                       B-cell lymphoma-extra large 
BSA                         bovine serum albumin 
cisplatin                     cis-diamminedichloro-platinum (II) 
CNTF                       ciliary neurotrophic factor 
cox-2                        cyclooxygenase-2 
CT-1                        cardiotrophin-1 
DAB                        3, 3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
DMTU                      dimethylthiourea 
Dpp                       decapentaplegic 
EGF               epidermal growth factor 
ERK                        p42/44 mitogen-activated protein kinase extracellular 
signal-regulated kinase 
gp 130                      glycoprotein 130 
HIF-1α                     hypoxia inducible factor-1α 
HO-1                       heme oxygenase-1 
Hsp                        heat shock protein 
IL-6                        interleukin-6 
IL-6R                       IL-6 receptor 
IL-11                       interleukin-11 
IR                          ischemia-reperfusion 
JAK                        janus kinase 
 
 
JNK                        c-Jun N-terminal kinase 
Jun                         c-Jun, Jun-B, and Jun-D 
LIF                         leukemia inhibitory factor 
Mad                       mothers against Dpp  
MAPK                      mitogen-activated protein kinase 
MT                         metallothionein 
NF-κB                      nuclear factor-κB 
NQO1                      NADP(H) quinine oxidoreductase 1 
Nrf2                        nuclear factor erythroid 2-related factor 
OSM                        oncostatin M 
PAI-1                       plasminogen activator inhibitor-1 
PGE                        prostaglandin E 
PVDF                       polyvinylidene difluoride 
ROS                        reactive oxygen species 
small Maf                   MafG or MafK 
SOCS3                      suppressor of cytokine signaling 3 
SOD                        superoxide dismutase 
SOD1                       Cu/Zn superoxide dismutase 
SOD2                       Mn superoxide dismutase 
STAT3                      signal transducers and activators of transcription-3 
TBST                       Tris-buffered saline with Tween 20 
TGF-β                       transforming growth factor-β 
TNFα                       tumor necrosis factor-α 
TNFR                       TNFα receptor 














































ァージや B 細胞により組織炎症部位で産生され、種々の炎症反応促進に関与する。IL-6 が
IL-6 受容体と結合することにより glycoprotein 130 (gp130) と会合し、gp130 の二量体化
を誘導することで細胞内にシグナルを伝達する。gp130 を介して、JAK ファミリーのチロ
シンキナーゼ活性化を端緒とする signal transducer and activator of transcription-3 
(STAT-3)や、Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 活性化がシグナル伝達機能を示す 
(Tanabe et al., 2010; Wu et al., 2005)。IL-6 の転写は腫瘍壊死因子 (tumor necrosis 
factor-α: TNF-α)/nuclear factor-κB (NF-κB) などにより誘導される。IL-6 は炎症に深く関
与する一方、強力な抗炎症作用や保護作用も持つと報告されている (Ezure at al., 2000; 
Ward et al., 2000; Gabay, 2006)。さらに IL-6 は TNFα や IL-1 産生の阻害、好中球の減少、
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IL-1 受容体アンタゴニストや TNF 受容体 (TNFR) の増加、細胞内スーパーオキシド産生
の減少や細胞のアポトーシスの阻害作用を示すことも報告されている (Yan et al., 1995; 
Sekiyama et al., 1994; MacGowan et al., 1997)。ヒトや実験動物モデルの腎障害発症の過
程で IL-6 遺伝子の誘導が観察されている (Simmons et al., 2004; Kielar  et al., 2005; 
Ramesh et al., 2007)。また、IL-6 がシスプラチン投与後に腎臓で増加することも報告され
ており(Faubel et al., 2007)、IL-6 が IL-1β、IL-18 および好中球浸潤とともに、急性腎障害
の発症に寄与していると考えられる。しかしながら、Faubel らの報告で IL-6-/-マウスにお
いてもシスプラチン誘発性急性腎障害が観察されたこと、あるいは最近の研究で膵がんの
進行において IL-6 が MAPK 経路活性化作用および酸化ストレス解毒作用により保護的な
役割を示すことが報告されていることから (Zhang et al., 2013)、IL-6 の作用は病態によっ
て多様性を示しており未だ明らかでない部分が多い。 
白金化合物であるシスプラチンは効果的ながん化学療法薬であり、肺、膀胱、卵巣、精
巣など悪性腫瘍の治療に幅広く用いられている (Fram, 1992; Fuertes et al., 2003; Siddik 
et al., 2003)。しかしながら、投与患者全体の 28%から 36%で最も深刻な副作用である腎障
害が濃度依存的に生じるため、癌患者に対してシスプラチンの使用が制限されている 
(Lebwohl and Canetta, 1998; Arany and Safirstein, 2003; Taguchi et al., 2005)。 
シスプラチンは尿細管上皮細胞より排泄されるため、排泄障害などで高濃度に集積する
ことで、尿細管上皮細胞において用量依存的にネクローシスやアポトーシスを引き起こす 
(Al-Lamki et al., 2012; Tsuruya et al., 2003a; Baliga et al., 1998)。シスプラチンは近位尿
細管上皮細胞に対して、細胞内カルシウム濃度を上昇させ、NADPH オキシダーゼの活性
化を介して、スーパーオキシドアニオンの産生を促し、ミトコンドリアでチトクロム C の
遊離を促進させることが報告されているものの (Kawai Y et al., 2006)、詳細なメカニズム
については未だ明らかにされていない。腎障害での細胞内シグナル伝達分子に関しては、
p38 MAPK の活性化を介する TNFα 産生の増大や p42/44 mitogen-activated protein 
kinase extracellular signal-regulated kinase (ERK) の活性化が知られている (Ramesh 
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G, et al., 2005)。また、シスプラチン腎障害の発症機序には DNA 断片化 (Basnakian et al., 
2005)、活性酸素種 (ROS) の産生 (Matsushima et al., 1998)、caspase の活性化 (Kaushal 
et al., 2001)、DNA 障害  (Leibbrandt et al., 1995) あるいはミトコンドリア障害 
(Sugiyama et al., 1989)が寄与すると報告されている (Fig. 1)。In vivo および in vitro の実
験結果から、アポトーシス、ネクローシスおよび炎症もシスプラチン誘発性腎障害の重要
なメカニズムとして認識されている (Arany et al., 2004; Ramesh and Reeves, 2002)。最
近の研究では、NF-κB ファミリーの RelB が TNFα の関与するシスプラチン誘発性腎上皮
細胞のアポトーシスを促進することが示された(Benedetti et al, 2013)。さらに、シスプラ
チン誘発性急性腎障害は TNFα 受容体 2 (TNFRII) ノックアウトマウスや TNFα の活性を
阻害したマウスにおいて観察されなかったことから、TNFα が腎障害発症に寄与すると考え
られる (Duan et al., 2004)。 
シスプラチン誘発性腎障害におけるアポトーシスの進行には、ミトコンドリア経路以外
にもROSによって引き起こされる酸化ストレスと引き続き生じる連鎖的過酸化反応の直接
的な関与が考えられる (Roberts et al., 2010)。その中で、酸化ストレスにより活性が上昇
する転写因子 nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2) は IL-6の転写を促進すると
いう報告 (Wruck CJ et al., 2011) や、IL-6 の下流シグナルである STAT-3 が抗酸化ストレ
ス作用をもつスーパーオキシドジスムターゼ  (SOD) を誘導するという興味深い報告 





スは、腎障害における様々な病態に関係する (Arany et al., 2010; Koyama et al., 2011; 
Baliga et al., 1999)。また ROSスカベンジャーによる酸化ストレスの軽減がシスプラチン














解析した。4 章では抗酸化ストレス薬 DMTU 処置により酸化ストレスを軽減することでシ
スプラチン誘発性腎障害の改善を試みるとともに IL-6 の寄与について解析した。 
 
Fig. 1. Mechanisms of cisplatin toxicity
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る (Lebwohl and Canetta, 1998)。 
IL-6 は多機能性サイトカインであり、組織炎症部位においても産生される。gp130 を共
通の受容体とする抗炎症性サイトカインであるインターロイキン-11 (IL-11)、白血球遊走阻
止因子 (leukemia inhibitory factor: LIF)、カルディオトロフィン-1 (cardiotrophin-1: 
CT-1)、オンコスタチン M (oncostatin M: OSM) および毛様体神経栄養因子 (ciliary 
neurotrophic factor: CNTF) は IL-6 ファミリーメンバーとして分類される (Taga and 
Kishimoto, 1997)。IL-6ファミリーメンバー は gp130 シグナル変換の共通使用を介して、
独自のあるいは同様の生体活性の誘導を示す。炎症反応における IL-6 の正確な役割につい
ては未だ明らかにされていない。加えて、IL-6 が急性炎症を増悪化する一方、他の研究で
は IL-6 が抗炎症作用を示すことが報告されている (Ezure at al., 2000; Ward et al., 2000; 
Gabay, 2006) が、IL-6 の発現が急性腎障害発症においてどのような働きをしているかにつ
いては未だ明らかにされていない。我々はこれまでに両側後肢虚血再灌流モデルにおいて
生じる腎機能不全発症時に IL-6 の誘導が観察されたこと、さらに IL-6-/-マウスでは虚血再
灌流後の腎障害の進行が早期に観察されたことを報告しており、これらの結果は急性腎障
害の進行に IL-6 が保護的な役割を果たすことを示唆している (Kato et al., 2009)。 
第 2 章では、シスプラチン誘発性急性腎障害発症において IL-6 がどのような役割を果た
しているのかを解明することを目的とする。シスプラチン誘発性急性腎障害における IL-6
の役割を明らかにするために IL-6-/-マウスを用いて検討した。IL-6 欠損はシスプラチンに











本実験には10-12週齢の雄性野生型C57BL/6Jマウス (CLEA Japan, Inc., Japan) および、






侵襲の軽減および使用動物数の最少化の努力をした。飼育中は固形試料 (CE-2; CLEA 





シスプラチン (cis-diamminedichloro-platinum (II), Wako Pure Chemical Industries, 
Ltd., Japan) は使用時に1 mg/mlの濃度で生理食塩水に溶解した。シスプラチン (30 
mg/kg) または生理食塩水 (コントロール) はマウスの腹腔内 (i.p.) に投与した。シスプラ
チン投与24時間および72時間後にネンブタール (Dainippon Sumitomo Pharma., Japan) 
による深麻酔下で、心臓血および腎臓を採取した (n = 9-18 per time point)。 
免疫組織学的分析には抗IL-6 抗体 (Abcam plc., USA)、抗Bax抗体 (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., USA) および抗Bcl-xL抗体 (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, 






腎機能は、BUNテストワコー (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japan) を用い




マウスの腎臓は、White Tissue-coat (U･I Kasei, Japan) に包埋し、液体窒素中で凍結し
た。凍結切片は70%イソプロパノール液に浸漬し、ヘマトキシリン液 (Muto Pure 








(Dako Japan Inc., Japan) と60分間反応後に、3% H2O2を含むDAB (3, 
3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride; Wako Pure Chemical Industries Ltd., Japan) 
(0.5 mg/ml) 溶液により発色させ、最後に、ヘマトキシリンで核染色した。 
 
リアルタイム RT-PCR 法 
遺伝子発現の変化はMX-3000P (Agilent Inc., USA) を使用したリアルタイムRT-PCR法
により定量した。腎臓のホモジネートからTRIZOL Reagent (Invitrogen Corp., USA) を用
いてtotal RNAを採取した。RNA分画はDNase treatment kit (Takara Bio. Japan) を用い
てDNase処理した。total RNAはSuperScript III 逆転写酵素とoligo-dTプライマー
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(Invitrogen Corp., USA) によりcDNAに逆転写した。リアルタイムPCRにはSYBR Premix 




Table 2-1. Primer sequences used in real-time PCR 
gene forward reverse references 
IL-6 TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG Iizuka et al., 2002 
SOCS-3 GCAAGCTGCAGGAGAGCGGATT AAGAAGTGGCGCTGGTCCGA Ma et al., 2007 
TNFα CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC Overbergh et al., 1999 
c-fos CAACGCCGACTACGAGGCGTCAT GTGGAGATGGCTGTCACCG Grimm et al., 2000 
Bax AAACTGGTGCTCAAGGCCCT AGCAGCCGCTCACGGAG Greten et al., 2002 
Bcl2 CCGGGAGAACAGGGTATGATAA CCCACTCGTAGCCCCTCTG Greten et al., 2002 
Bcl-XL AGAAGAAACTGAAGCAGAG TCCGACTCACCAATACCTG Rasooly et al., 2005 
HO-1 CCTCACTGGCAGGAAATCATC CCTCGTGGAGACGCTTTACATA Liu et al., 2006 
gp130 CGTACACAGATGAAGGTGGGAAAG CTTCAGGCTGACTGCAGTTCTGC Auernhammer et al., 2003 
LIF CAGCCCATAATGAAGGTCTTGGC TGCCATTGAGCTGTGCCAGTTG Bauer et al., 2003 
IL-11 CAGGTGGTCCTTCCCTAAAG CAGGCGAGACATCAAGAGC NCBI: NM008350.2 
CNTF GTAGCCGTTCTATCTGG GAAGGTCATGGATAGACC Keegan et al., 2003 
OSM GGCTGCTCCAACTCTTCCTC TCAGGTCAGGTGTGTTCAGG NCBI: NM001013365.1 
CT-1 GAGCCAGAGGGAGGGAAGTC CAGCCGCGGTGGTGAGAAG NCBI: NM007795.1 
 
統計解析法  
生存率のデータは logrank test を用いて比較した。野生型マウスと IL-6-/-マウスのグルー
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プ間比較は one-way ANOVA 分散分析後、Dunn-Bonferroni test により統計的有意差を評





野生型マウスにおけるシスプラチン投与による IL-6 発現 
シスプラチン誘発性急性腎障害発症における IL-6 誘導の関与を評価するために、野生型
マウスを用いてシスプラチン投与後の腎臓における IL-6 mRNA 発現および血漿中の IL-6
値を測定した。血漿中の IL-6 タンパク質量はコントロール群では低値を示したが、シスプ
ラチン投与後に増加傾向を示し 72 時間後に有意に増加した (Fig. 2-1A)。コントロール群
の腎臓では IL-6 遺伝子発現は観察されなかった。一方、シスプラチン投与群の腎臓では、
IL-6 遺伝子の発現は投与 24 時間後に 8 倍、さらに 72 時間後に 100 倍と有意に誘導された 
(Fig. 1B)。IL-6 - gp130 シグナルの制御因子である SOCS3 遺伝子発現は、野生型マウスに
おいて IL-6 と同様にコントロール群では検出されなかったが、シスプラチン投与 72 時間
群の腎臓で有意な増加が観察された (Fig. 2-1C)。一方、IL-6-/-マウスにおいて、投与 24 時
間後で SOCS3 遺伝子の野生型マウスと同程度の増加が観察されたが、投与 72 時間後にお
いて増加傾向は示したものの有意な差は観察されなかった。抗 IL-6 抗体を用いた免疫組織
学的染色の結果から、IL-6 は浸潤好中球よりも腎臓の尿細管上皮細胞に強い発現が観察さ
れた (Fig. 2-1D, E)。これらの結果は、シスプラチンにより IL-6 が局所性に腎尿細管上皮
細胞に発現するとともに、血中の IL-6 が増加して全身的にも作用することを示している。 
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Fig. 2-1. Cisplatin induces IL-6 and SOCS3 expressions in WT mice. (A) IL-6 ELISA 
analyses of plasma samples obtained from control and cisplatin-treated (30 mg/kg) WT 
mice. (B) RT-PCR analyses of IL-6 in kidneys obtained from control and 
cisplatin-treated WT mice at 24 h and 72 h after injection. (C) RT-PCR analyses of 
SOCS3 in kidneys obtained from control and cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice at 24 
h and 72 h after injection. The Ct values of the target genes were first normalized with 
GAPDH of the same sample, and then the relative differences between control and 
treatment groups were calculated and presented as relative increases, setting the 
control as 1. Data are means ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01. (D) and (E) IL-6 
immunostaining of kidneys obtained from control (D) and cisplatin-treated (E) WT mice 
at 24 h after injection. Tubular epithelial cells were positive for anti-IL-6 antibody 




に対する野生型マウスと IL-6-/-マウスの感受性を検討した。コントロール (生理食塩水) ま
たはシスプラチン投与野生型マウスおよび IL-6-/-マウスの BUN 値の変化を示した (Fig. 
2-2A)。コントロール群では、両系統とも BUN の増加は観察されなかった。シスプラチン
投与 24 時間後の野生型マウスの腎臓では IL-6 mRNA の誘導が観察されていたにもかかわ




増加した。シスプラチン投与 72 時間後の野生型マウスと IL-6-/-マウスでは共に、BUN 値
はコントロール群に比較して有意に増加した。シスプラチン投与 IL-6-/-マウス群における
BUN 値の増加は、シスプラチン投与野生型マウス群に比較して有意に高かった。 
対照的に、野生型マウスおよび IL-6-/-マウスのシスプラチン投与 120 時間後 (5 日後) に




シスプラチン投与 24 時間後の野生型マウスと IL-6-/-マウスの腎臓において、コントロー
ル群に比較して、特記すべき形態的な変化は観察されなかった (Fig. 2-2C-F)。また、シス
プラチン投与 24 時間後の腎臓において有意な好中球浸潤の促進は観察されなかった。シス
プラチン投与 72 時間後の野生型マウスと IL-6-/-マウスの腎臓では円柱形成、尿細管上皮細






Fig. 2-2. Lack of IL-6 accelerates cisplatin-induced renal dysfunction but prevents the 
development of systemic injury. (A) Renal function as indicated by BUN levels in WT 
and IL-6-/- mice injected with cisplatin (30 mg/kg). Data are means ± SEM. *P < 0.05, 
**P < 0.01. (B) Survival plots of WT (n= 10) and IL-6-/- mice (n=14) after cisplatin 
injection. (C)-(H) Hematoxylin-and-eosin tissue staining to confirm damage of 
cisplatin-induced acute renal failure. No significant differences were observed among 
control-WT (C), control-IL-6-/- (D), WT (E) and IL-6-/- (F) mice at 24 h after cisplatin 
injection.  No significant accumulation and infiltration of neutrophils in the kidney 
were observed in cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice at 24 h. At 72 h after cisplatin 
injection, cisplatin-treated kidneys from both WT (G) and IL-6-/- mice (H) showed 
marked injury with cast formation, sloughing of tubular epithelial cells, dilations of 




討した (Fig. 2-3)。TNFα および c-fos 遺伝子発現はシスプラチン投与 24 時間後から両系統
において有意な増加が観察され、経時的に増加した。両系統における TNFα および c-fos
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遺伝子の増加はほぼ同様の傾向にあった (Fig. 3A, B)。アポトーシス促進因子である Bax
遺伝子発現の経時的増加はシスプラチン投与後の両系統で観察された。シスプラチン投与
24 時間後の IL-6-/- マウスにおける Bax 遺伝子発現レベルは、野生型マウスに比較して有
意に高かった。投与 72 時間後では、両系統間で Bax 発現には有意な差は観察されなかった 
(Fig. 2-3D)。抗アポトーシス因子である Bcl-2 および Bcl-xL遺伝子の誘導は、シスプラチ
ン投与 24 時間後から両系統で観察され、72 時間後まで持続的に上昇した。加えて、IL-6-/-
マウス群における発現はシスプラチン投与 24 時間および 72 時間後で野生型マウスよりも
有意に高かった (Fig. 2-3E, F)。また、IL-6-/-マウスのコントロール群における Bcl-2 およ
び Bcl-xL発現は、野生型マウスのコントロール群に比較して有意に高かった。シスプラチ
ン投与 24 時間後の腎臓における Bax および Bcl-xLタンパク質の局在を、免疫組織化学的
染色によって解析した結果、野生型マウスのコントロール群では、抗 Bax および抗 Bcl-xL
抗体に対する陽性像は検出されなかった。シスプラチンにより野生型マウスと IL-6-/-マウス









投与 24 時間後をピークとする発現誘導が観察された。シスプラチン投与 IL-6-/-マウス群に
おける HO-1 の発現レベルは野生型マウス群に比較して有意に高かった (Fig. 2-3C)。これ
らの結果は、IL-6 の欠損により野生型に比較してアポトーシスや酸化ストレス応答に関与






Fig. 2-3. Lack of IL-6 changes expression levels of inflammatory- and apoptosis-related 
genes. (A)-(F) Changes in TNFα (A), c-fos (B), HO-1 (C), Bax (D), Bcl-2 (E) and Bcl-xL (F) 
expressions in kidneys obtained from control and cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice 
at 24 h and 72 h after injection. Data are means ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01. (G) and 
(H) Bax immunostaining of kidneys obtained from cisplatin-treated WT (G) and IL-6-/- 
(H) mice at 24 h after injection. (I) and (J) Bcl-xL immunostaining of kidneys obtained 
from cisplatin-treated WT (I) and IL-6-/- (J) mice at 24 h after injection. The most 
proximal tubular epithelial cells were positive for anti- Bax or Bcl-xL antibody in 
cisplatin-treated kidneys. In cisplatin treated IL-6-/- mice, protein expressions of Bax 








の遺伝子発現の変化を観察した (Fig. 2-4)。IL-6 関連サイトカインの共通の受容体サブユニ
ットである gp130 はシスプラチン投与により両系統において特記すべき変化は観察されな
かった (Fig. 2-4A)。LIF、IL-11、CNTF および OSM の遺伝子発現は、シスプラチン投与
24 時間後から野生型マウスと IL-6-/-マウスにおいて有意に増加し、両系統の増加パターン
はほとんど同様であった (Fig. 2-4B-E)。IL-6 ファミリーメンバーの中で LIF 遺伝子の発現
は著しく上昇した。CT-1 の発現はどの群においても有意な変化は見られなかった (Fig. 
2-4F)。 
 
Fig. 2-4. Lack of IL-6 changes expression levels of IL-6 family members. (A)-(F) Changes 
in gp130 (A), LIF (B), IL-11 (C), CNTF (D), OSM (E) and CT-1 (F) expressions in kidneys 
obtained from control and cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice at 24 h and 72 h after 






(Ezure at al., 2000; Ward et al., 2000)。シスプラチン誘発性急性腎障害モデルにおける腎
臓の IL-6 レベルの増加も報告されている (Klein et al., 2008)。最近では、IL-6 欠損マウス










を介して急性腎障害の発症に寄与しているとする報告がなされている (Faubel et al., 



















態においても重要な役割を果たしていると考えられている (Liu et al., 2007a)。 
IL-6 がシスプラチン誘発性腎障害発症初期において保護的役割を示すという我々の仮説
を確認するために、IL-6 と密接に関係しているアポトーシス関連因子である TNFα、c-fos、
Bax、Bcl-xL、Bcl-2 および HO-1 の遺伝子発現を観察した。IL-6 の誘導因子の一つである




報告されている (Ramesh and Reeves, 2002)。シスプラチンによる腎臓における TNFα 産
生の増加は、NF-κB 下流遺伝子である IL-6 を誘導する。両系統で同様の発現増加が観察さ
れたのは、上流遺伝子である TNFα 発現レベルが、IL-6 欠損による影響を受けなかったた
めと考えられる。  
シスプラチン誘発性腎障害における IL-6 の抗アポトーシス作用を評価するために、アポ
トーシス誘導因子である Bax、抗アポトーシス因子である Bcl-xLおよび Bcl-2 等の Bcl-2
ファミリータンパク質を観察した。In vivo 研究では、Bid や Bax などのアポトーシス誘導
遺伝子の欠損がミトコンドリア機能の保護、尿細管細胞アポトーシスの抑制さらにシスプ
ラチン腎障害の改善を示したと報告されている (Wei et al., 2007)。シスプラチン投与野生
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型マウスに比較して Bax 欠損マウスでは腎機能が保護されるという報告から、Bax や Bax
に関連するアポトーシス経路は、シスプラチン誘発性腎障害の進行に寄与すると考えられ
る。我々は Bax の発現が両系統のマウスでシスプラチンにより増加すること、また、シス
プラチン投与 24 時間後の IL-6-/-マウスで野生型マウスよりも有意に強発現することを観察
した。しかし投与 72 時間後には、Bax の発現レベルは両系統のマウス間で有意差はなくな






深いことに、IL-6-/-マウスにおける Bcl-xLおよび Bcl-2 のコントロールレベルは野生型マウ
スに比較して高値であった。IL-6 を含む炎症誘導サイトカインは、抗アポトーシス因子で
ある Bcl-xLおよび Bcl-2 遺伝子の増加を誘導し、様々な組織障害モデルにおいて起こるア
ポトーシスに対し阻止反応を示すことが報告されている (Hong et al., 2002)。IL-6 欠損は
Bcl-xLや Bcl-2 遺伝子の誘導の低下をおこすことが予測されたが、本章の結果では野生型マ
ウスに比較して IL-6-/-マウスにおいてBcl-2およびBcl-xL遺伝子の発現レベルの有意な増加
が観察された。加えて、Bcl-xLタンパク質の強い発現がシスプラチン投与 24 時間後の IL-6-/-
マウスの近位尿細管細胞で検出された。これらの結果から、投与 24 時間後の IL-6-/-マウス
におけるシスプラチン誘発性急性腎障害の増悪には Bax が寄与している可能性が考えられ
る一方、投与 72 時間後の IL-6-/-マウスにおいては Bcl-xLおよび Bcl-2 がアポトーシス誘導
シグナルに比較して、優位に発現した可能性がある。従って、抗アポトーシス因子の強い
発現により、野生型マウスに比較して IL-6-/-マウスの生存率が高かったと考えられる。 
IL-6 ファミリーメンバーは gp130 を共通受容体として、独自または類似の生体活性を示
す。IL-6 欠損は gp130 シグナルを減少させると予測されたが、IL-6 発現の抑制因子である
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SOCS3 発現の誘導は、シスプラチン投与 IL-6-/-マウスでも野生型マウスと同程度観察され 
(Fig2-1 C)、gp130 シグナルの代償機構の活性化が示唆された。次に、シスプラチン投与野
生型マウスおよび IL-6-/-マウスの腎臓において IL-6 ファミリーメンバーの遺伝子発現を比
較した。LIF は両系統の腎臓でシスプラチン投与により顕著に誘導された。両系統における
IL-11 の増加は、SOCS3 の増加傾向と類似した。IL-6 および IL-11 は gp130 のホモ二量体
を介したシグナルを示すことから、特に IL-11 は IL-6 の代替物質と考えられている。しか























を当て検討した。すなわち、酸化ストレスマーカーである 4-hydroxy-2-nonenal protein 
(4-HNE)、炎症関連因子である cyclooxygenase-2 (cox-2)、IL-6 の下流シグナル因子である
リン酸化 p42/44 mitogen-activated protein kinase extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) の発現の変化、抗酸化ストレス因子であるSOD1およびSOD2の遺伝子発現と活性、










ウェスタンブロッティング法による分析には、抗 4-HNE 抗体 (Japan Institute for the 
Control of Aging, Japan)、抗 ERK 抗体 (Cell Signaling Technology, Inc., USA)、抗
phospho-ERK抗体 (Cell Signaling Technology, Inc., USA)、抗 cleaved caspase-3 抗体 
(Cell Signaling Technology, Inc., USA) および抗 β-actin 抗体 (Sigma Aldrich Fine 
Chemicals, USA) を使用した。免疫組織学的分析には、抗 cox-2 抗体 (Cell Signaling 




ウェスタンブロッティングは本間らの手順に従った (Honma et al., 2006)。PRO-PREP
タンパク質抽出溶液 (iNtRON Biotechnology Co., Korea) を用いてマウスの腎臓ホモジネ
ートを作製後 16100 g、5 分、4℃で遠心し、上清を試料とした。試料溶液のタンパク質濃
度はウシ血清アルブミン (BSA) を標準品とした BCA アッセイ (Thermo Fisher 
Scientific, USA) を用いて測定した。各試料はタンパク質濃度を調節し、10µgを電気泳動
により分離した。電気泳動後二フッ化ポリビニリデン (PVDF) 膜に転写し、PVDF 膜は
Tris-buffered saline with Tween 20 (TBST) に溶解した5%スキムミルクで2時間反応させ
非特異的結合部位をブロックした後、1000 倍に希釈した抗 4-HNE 抗体、抗 phospho-ERK




ERK、phospho-ERK および cleaved caspase-3 検出には 3000 倍に希釈した HRP 標識抗ウ
サギ IgG 二次抗体を用いて 25℃で 2 時間反応させた。二次抗体と反応後、ECL アッセイ
キット (GE Healthcare UK Ltd., UK) により化学発光をイメージアナライザー 
(LAS-3000, FUJIFILM, Japan) で検出した。バンドの濃度は NIH イメージを用いて分析
し、total ERKまたは β-actin との比で表した。 
 
SOD 活性の定量 
SOD活性はSODアッセイキット-WST (Dojindo Molecular Technologies, Inc., USA) を
用いて測定した。血漿 SOD は units/ml、腎臓 SOD は units/g タンパク質で表した。血漿
または腎ホモジネート 20 µl をキサンチン、キサンチンオキシダーゼおよび水溶性テトラゾ
リウム塩 (WST-1) を含むアッセイ溶液中で反応させ、450 nm における WST-1 吸光度の
減少をプレートリーダー (Sunrise, Tecan, Switzerland) で測定した。SOD活性の 1 ユニ











Table 3-1. Primer sequences used in real-time PCR 
gene forward reverse references 
SOD1 CCTGGGCAATGTGACTGCTG CAATCACTCCACAGGCCAAG Fedchenko et al., 2008 






Guo et al., 2006 
 
統計解析法  
野生型マウスと IL-6-/-マウスのグループ間比較は one-way ANOVA 分散分析後、SOD活
性およびウェスタンブロッティング法の分析についてはターキーHSD テストを、リアルタ
イムRT-PCR法の分析についてはDunn-Bonferroni testを行ない統計的有意差を評価した。





IL-6 欠損によるシスプラチン投与後の腎臓における 4-HNE 発現の増加 




て有意に増加した (Fig. 3-1)。したがって、IL-6 欠損はシスプラチン投与後の腎臓において
脂質過酸化を増強することが示唆された。  
 
Fig. 3-1. Lack of IL-6 increases 4-HNE expression in the cisplatin-treated kidney. 
Effects of cisplatin on 4-HNE expression in WT (n=4) and IL-6-/- (n=4) mice were 
examined by Western blotting. (A) Kidney proteins were separated by SDS-PAGE 
followed by immunoblotting using an anti-4-HNE antibody. Anti-4-HNE antibody 
identified 4-HNE-modified proteins of approximately 27-28 kDa. (B) Quantitative 
analysis of 4-HNE expression level. Each column represents the mean ± SEM of four 
separate observations. Data are normalized by the corresponding β-actin level and then 









報告されている (Schaaf et al., 2002)。そのためシスプラチンにより産生されたROSを消去
する目的で、SODなどの抗酸化ストレス因子が誘導されることが考えられる (Kaushal et 
al., 2001; Gonzalez-Garcia et al., 2010)。 
シスプラチン投与 24 時間後では両系統の腎臓において、SOD1 遺伝子発現に有意な変化
は観察されなかったが、シスプラチン投与 72 時間後の野生型マウスおよび IL-6-/-マウスの
腎臓において、コントロール群に比較して SOD1 発現は有意に減少した (Fig. 3-2A)。シス
プラチン投与後の野生型マウスおよび IL-6-/-マウスの腎臓において、SOD2 の発現レベルは
減少傾向にあったが、有意な差は観察されなかった (Fig. 3-2B)。 
また、腎臓および血漿中の SOD 活性は SOD キットを用いて測定した。シスプラチン投
与 72 時間後の IL-6-/-マウスの腎臓における SOD 活性は、野生型マウスに比較して有意に
減少した (Fig. 3-2 C)。一方、シスプラチン投与 72 時間後の IL-6-/-マウス血漿 SOD 活性は
野生型マウスに比較して有意に増加した (Fig. 3-2 D)。 
IL-6-/-マウスの腎臓における SOD 活性の低下から ROS が消去されず、むしろ増加するこ
とによりシスプラチン誘発性急性腎障害が増悪する可能性が示唆された。一方、IL-6-/-マウ
スの血漿における SOD 活性の増加は、全身性には ROS が減少するため、生存率が改善し
たと考えられる。これらの結果は、IL-6 欠損がシスプラチン投与後に、野生型マウスと比
較して急性腎機能障害を増悪する一方、マウスの生存率を高めるという、2 章の結果に一致





Fig. 3-2. Lack of IL-6 changes SOD activity in the plasma and the kidney after cisplatin 
administration. Effects of cisplatin on levels of SOD gene expression and activity in WT 
and IL-6-/- mice were examined. (A) and (B) RT-PCR analyses of SOD1 and SOD2 in 
kidneys obtained from control and cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice (n=9-18) at 24 h 
and 72 h after injection. The Ct values of the target genes were first normalized with 
GAPDH of the same sample, and then the relative differences between control and 
treatment groups were calculated and presented as relative increases, setting the 
control as 1. Data are means ± SEM. **P < 0.01. Kidney (C) (n=8) and plasma (D) (n=7) 
SOD activities were measured using SOD assay kit-WST. Each column represents the 
mean ± SEM of each separate observation. *P < 0.05. 
 
IL-6 欠損によるシスプラチン投与後の腎臓における ERKリン酸化の増加  
IL-6 欠損による下流シグナルへの影響を評価するために、ウェスタンブロッティングに
より腎組織における ERK の活性化を測定した。ERK の活性化は 4-HNE 発現を調節すると
報告されている (Usatyuk and Natarajan, 2004)。コントロール群およびシスプラチン投与
野生型マウスでは ERKリン酸化に有意な変化は観察されなかったが、シスプラチン投与
IL-6-/-マウスでは ERK リン酸化の有意な増加が観察された (Fig. 3-3)。ERK は IL-6 の下流
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のシグナルであることから、IL-6 の欠損により ERK のリン酸化が減少すると予測された。
しかし、逆の結果であったことから、シスプラチン投与後に生じる ERK のリン酸化は、Ras
シグナルを介する他の経路によって誘導されることが示唆された。また、IL-6 欠損により
4-HNE 発現が増加したことから、ERK の活性化が 4-HNE 発現を調節するという報告 
(Usatyuk and Natarajan, 2004) に一致した結果であった。 
 
Fig. 3-3. Lack of IL-6 increases ERK phosphorylation in the cisplatin-treated kidney. 
Effects of cisplatin on ERK phosphorylation in WT (n=4) and IL-6-/- (n=4) mice were 
examined by western blotting. (A) Kidney proteins were separated by SDS-PAGE 
followed by immunoblotting using an anti-phospho-ERK antibody or an anti-ERK 
antibody. The dual-phosphorylated form of ERK (p-ERK) antibody identified two bands 
of approximately 44 and 42 kDa (corresponding to p-ERK1 and p-ERK2, respectively).  
(B) Quantitative analysis of ERK phosphorylation level. Phosphorylated ERK level was 
normalized by corresponding ERK level and then expressed as a fold of the control level. 
Each column represents the mean ± SEM of four separate observations. *P < 0.05. 
 




















Fig. 3-4. Lack of IL-6 increases cox-2 expression in the kidney. RT-PCR analyses of cox-2 
in kidneys obtained from control and cisplatin-treated WT and IL-6-/- mice (n=9-14) at 
24 h and 72 h after cisplatin injection. The Ct values of the target genes were first 
normalized with GAPDH of the same sample, and then the relative differences between 
control and treatment groups were calculated and presented as relative increases, 




Fig. 3-5. Cox-2 immunostaining of kidneys obtained from control-WT (A) and 
control-IL-6-/- (B) at 24 h after saline injection and from WT (C) and IL-6-/- (D) mice at 24 
h after cisplatin injection. Distal convoluted tubular epithelial cells (arrows) were 
positive for anti-cox-2 antibody in the kidneys. Proximal convoluted tubular epithelial 
cells (asterisk) were positive for anti-cox-2 antibody in cisplatin-treated mice. 
Magnification, x200. 
 




cleaved caspase-3 の有意な増加は観察されなかった (Fig. 3-6)。シスプラチン投与 72 時間
後の IL-6-/-マウスでは、cleaved caspase-3 は野生型マウスに比較して有意に増加した (Fig. 





Fig. 3-6. Lack of IL-6 increases cleaved caspase-3 expression in the kidney. Effects of 
cisplatin on cleaved caspase-3 expression in WT (n=4) and IL-6-/- (n=4) mice were 
examined by Western blotting. (A) Kidney proteins were separated by SDS-PAGE 
followed by immunoblotting using an anti-cleaved caspase-3 antibody. (B) Quantitative 
analysis of cleaved caspase-3 expression level. Each column represents the mean ± SEM 
of five separate observations. Data are normalized by the corresponding β-actin level 
and then shown as a fold of the control level. An asterisk indicates a significant 















加したことを示唆している。SOD1 (銅/亜鉛スーパーオキシドジスムターゼ) およびSOD2 
(マグネシウムスーパーオキシドジスムターゼ) は共に抗酸化ストレス作用をもつことが知
られている (Dixit et al., 2009)。一般に、IL-6シグナル経路により活性化されるSTAT3 は、
肝障害においてSOD2 mRNAレベルおよびSOD2タンパク質レベルを制御すると報告され
ている (Terui et al., 2004; Yang et al., 2007)。IL-6は、IL-6ファミリーメンバーと共に
IL-6R とgp 130 を介して作用を示す (Taga and Kishimoto, 1997) ことから、IL-6の受容
体への結合はJAK およびRas介在シグナル活性化を起こし、活性化されたJAKはSTAT3を
活性化する (Heinrich et al., 1998; Hirano et al., 2000)。しかしIL-6が発現している野生型
マウスの腎では、SODの誘導が観察されていないことから、IL-6によるSODの誘導には議
論の余地がある。さらに、4-HNEは肝障害においてc-Jun N-terminal kinase (JNK) およ
びERKを活性化し、アポトーシスの誘導や (Awasthi et al., 2008)、組織障害において濃度




するとともにERKのリン酸化を誘導する (Liu et al., 1999; Lee et al., 2010)。ERK活性化
は転写活性化因子であるc-Fosおよびc-Junの核移行に重要であり、これらの因子は転写因子
のactivator protein-1 (AP-1) を活性化する。AP-1は炎症、細胞周期、増殖およびアポトー






示されている (Kumagai et al., 2004; Zarrouki et al., 2007)。cox-2発現の誘導やプロスタ
グランジン産生による炎症促進への関与 (Jaimes et al., 2005) や、ミクロソームプロスタ
グランジンE (PGE) 合成酵素-1欠損マウスにおけるシスプラチン誘発性急性腎障害の減少
から、PGEがシスプラチン誘発性急性腎障害発症の原因となることが示されている (Jia et 
al., 2011)。加えて、本間らは選択的cox-2阻害薬によりシスプラチン誘発性腎障害が改善さ
















てネクローシスおよびアポトーシスを起こす (Al-Lamki et al., 2012; Tsuruya et al., 
2003a; Baliga et al., 1998)。スーパーオキシド、ヒドロキシラジカルやハイドロジェンパ
ーオキシドのようなROSによって起こる酸化ストレスは腎における様々な病態に関係する 
(Arany et al., 2010; Koyama et al., 2011; Baliga et al., 1999)。ROS スカベンジャーによる
酸化ストレスの軽減はシスプラチン誘発性腎障害に対して細胞を保護すると報告されてい
る (Jiang et al., 2007)。DMTU はヒドロキシラジカルスカベンジャーのひとつで TNFα や
Fas リガンド等のデスレセプター介在性アポトーシス経路の不活性化、熱ショックタンパク
質の活性化あるいはROSによるミトコンドリア障害の減少を介してシスプラチン誘発性急




した (Mitazaki et al., 2011)。これらの結果は、IL-6がシスプラチン投与後に起こる酸化ス
トレスに対して抗酸化ストレス反応の増強を介して保護的な役割を果たすこと、すなわち
酸化ストレスの生成を調節することを示した。 
第 4 章では、IL-6 がシスプラチン誘導性酸化ストレスの調節にどのように寄与するか明
らかにすることを目的として、DMTU 前処置によるシスプラチン誘発性急性腎障害進行の
変化を野生型マウスおよび IL-6-/-マウスにおいて観察した。酸化ストレスにより活性化され
る Nrf2 転写因子は anti-oxidant response element (ARE) に結合し、抗酸化酵素などの転
写を誘導する。Nrf2 は IL-6 の転写活性化を示すとする報告があることから、ROS の有無












DMTU (Sigma-Ardrich, Japan) は10 mg/mlの濃度に生理食塩水で用時調整した。
DMTU (100 mg/kg) または対照の生理食塩水はシスプラチンの投与30分前に投与した。そ
の他の試薬については第2章に準じた。 




血液尿素窒素 (BUN) の定量は第2章に準じた。 
 
組織学および免疫組織化学的解析 
マウスの腎臓は4%パラホルムアルデヒドを含む0.1Mリン酸緩衝液 (pH 7.0) 中で一晩組
織固定後、パラフィンに包埋した。5μmに薄切したパラフィン切片はヘマトキシリン液 
(Muto Pure Chemicals Co. Ltd., Japan) と1%エオシンY液 (Wako Pure Chemical 









Table 4-1. Primer sequences used in real-time PCR 
gene forward reverse references 
Nrf2 TCTCCTCGCTGGAAAAAGAA AATGTGCTGGCTGTGCTTTA NCBI: NM 010902.3 
MT-1 AATGTGCCCAGGGCTGTGT GCTGGGTTGGTCCGATACTATT Liu et al., 2007b 
MT-2 TGTGCCTCCGATGGATCCT GCAGCCCTGGGAGCACTT Liu et al., 2007b 
 
統計解析法  
生存率のデータは logrank test を用いて比較した。野生型マウスと IL-6-/-マウスのグルー
プ間比較は one-way ANOVA で分散分析後、Dunn-Bonferroni test によって統計的有意差







受性について検討した (Fig. 4-1A)。投与 24 時間後において、シスプラチン投与 IL-6-/-マウ
スの BUN 値はコントロール群やシスプラチン投与野生型マウスに比較して有意に増加し
た。一方、DMTU＋シスプラチン投与 IL-6-/-マウス群の BUN 値はコントロール群の値と同
程度まで減少した。投与 72 時間後において、シスプラチン投与野生型マウスと IL-6-/-マウ
ス両群において、BUN 値はコントロール群に比較して有意に増加し、シスプラチン投与
IL-6-/-マウスでは、シスプラチン投与野生型マウスよりも有意に高かった。両系統において、





















Fig. 4-1. DMTU ameliorates cisplatin-induced renal dysfunction and the development of 
systemic injury. (A) Effects of DMTU on BUN levels after cisplatin administration. 
DMTU reduced BUN levels, which increased after cisplatin injection in both WT and 
IL-6-/- mice. Data are means±SEM. *P < 0.05, **P < 0.01. (B) Survival rates of saline + 
cisplatin (n = 10), DMTU + saline (n = 11) and DMTU + cisplatin (n = 14) mice at 7 days 
after cisplatin (or saline) injection. DMTU increases survival rate after cisplatin 
injection in WT mice (P < 0.05). (C) Hematoxylin-and-eosin tissue staining on 72 h after 
injection to confirm damage of cisplatin-induced acute renal failure. Severe tubular 
dilatation and necrosis were observed in the cisplatin group but not in saline group or 
DMTU + saline group. Damage to tubular cells was reduced in the DMTU+cisplatin 
group compared to that in the cisplatin group in both WT and IL-6-/- mice. 
 
DMTU によるシスプラチン投与後の腎臓における IL-6 遺伝子発現の増加 
ヒドロキシラジカルスカベンジャーに対する IL-6 の関与を評価するために、DMTU＋シ
スプラチン投与後の腎臓において IL-6 の mRNA レベルを測定した (Fig. 4-2A)。DMTU＋
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シスプラチン投与 72 時間後の腎臓の IL-6 遺伝子発現はシスプラチン投与群に比較して強
く誘導された (約 1.5 倍)。シスプラチン投与後の腎臓における IL-6 タンパク質の局在を免
疫組織化学的分析により解析した (Fig. 4-2B)。シスプラチンにより野生型マウスの近位尿




Fig. 4-2. Gene expression and localization of IL-6 in the kidney after cisplatin injection. 
(A) Changes in IL-6 expression levels in kidneys obtained from WT mice treated with 
saline, DMTU + saline, cisplatin or DMTU + cisplatin on 24 h and 72 h after injection. 
Significant increases in IL-6 gene expression level were observed in the DMTU + 
cisplatin group compared to the levels in the cisplatin group. Data are means ± SEM. *P 
< 0.05, **P < 0.01. (B) IL-6 immunostaining of kidneys obtained from saline + saline, 
DMTU + saline, saline + cisplatin or DMTU + cisplatin-treated mice on 24 h after 
injection. Tubular epithelial cells were positive for anti-IL-6 antibody (arrows) in 
cisplatin-treated kidneys. Magnification, x200. 
 
DMTU によるアポトーシス関連遺伝子発現の変化  
ヒドロキシラジカルスカベンジャーのシスプラチン誘発性急性腎障害に対する効果を評
価するために、シスプラチン投与後の野生型マウスおよび IL-6-/-マウスにおいてアポトーシ
ス関連遺伝子発現を観察した (Fig. 4-3)。 
シスプラチン投与 24 時間後の野生型マウスおよび IL-6-/-マウスにおいて TNFα、c-fos お
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よび Bax 遺伝子発現の有意な増加が観察され、72 時間まで経時的に増加した。DMTU に
よりシスプラチン投与 24 時間および 72 時間後の野生型マウスおよび IL-6-/-マウスにおけ
る各遺伝子の発現は有意に減少した。両系統における TNFα、c-fos および Bax 遺伝子の発
現の変化はほぼ同様であった (Fig. 4-3A, B, C)。シスプラチンにより誘導された Bcl-xL遺
伝子発現は、DMTU＋シスプラチン投与野生型マウスの腎臓においてさらに増加した一方、
IL-6-/-マウスでは変化が観察されなかった (Fig. 4-3D)。DMTU は IL-6-/-マウスにおいて
Bcl-xL遺伝子発現に影響しなかったことから、IL-6 は DMTU により誘導される Bcl-xL遺
伝子の発現に関与することを示唆している。 
 
Fig. 4-3. Effects of DMTU on apoptosis-related gene expression after cisplatin injection. 
Changes in TNFα (A), c-fos (B), Bax (C) and Bcl-xL (D) expression levels in kidneys 
obtained from saline or DMTU-treated groups on 24 h and 72 h after cisplatin injection 
in WT and IL-6-/- mice. DMTU reduced TNFα, c-fos and Bax expression levels that 
increased after cisplatin injection in both WT and IL-6-/- mice. The amount of RNA was 
normalized to GAPDH amplified in a separate reaction. Data are means±SEM. *P < 








転写因子 Nrf2 は、HO-1 および MT などの抗酸化作用因子を転写活性化する。Nrf2 発現
はシスプラチン投与後に誘導され、DMTU＋シスプラチン投与 72 時間後の野生型マウス群
においてさらに増加した (Fig. 4-4A)。興味深いことに、野生型マウスで観察された DMTU
による Nrf2 遺伝子発現の増加は IL-6-/-マウスにおいては観察されなかった。  
シスプラチンは投与 24 時間および 72 時間後の IL-6-/-マウスにおいて HO-1 遺伝子発現
を有意に誘導したが、野生型マウスでは誘導されなかった (Fig. 4-4B)。DMTU は IL-6-/-
マウスにおいてシスプラチン投与 72時間後に観察されたHO-1遺伝子発現の増加を減少さ
せた。さらに、IL-6-/-マウスのコントロール群における HO-1 発現は、野生型マウスのコン
トロール群に比較して有意に高かった。IL-6 欠損により恒常的に ROS が過剰生成される生
理状態にあるため、HO-1 遺伝子発現が誘導されていたと考えられる。 
MT-1 発現は両系統においてシスプラチン投与後に誘導された (P<0.05, P<0.01)。MT-2
発現も同様に投与 24時間後の IL-6-/-マウスのDMTU +シスプラチン群を除いた各群でも誘
導された (P<0.05, P<0.01)。DMTU 前投与によりシスプラチン投与 72 時間後の IL-6-/-マ




Fig. 4-4. Effects of DMTU on oxidative stress-related gene expression after cisplatin 
injection. Changes in Nrf2 (A), HO-1 (B), MT-1 (C) and MT-2 (D) expression levels in 
kidneys obtained from saline or DMTU-treated groups on days 24 h and 72 h after 
cisplatin injection in WT and IL-6-/- mice. DMTU additionally increased Nrf2 gene 
expression after cisplatin injection in WT mice but not in IL-6-/- mice. The amount of 
RNA was normalized to GAPDH amplified in a separate reaction. Data are means±SEM. 




























およびBcL-2発現はIL-6により誘導されるSTAT3によって制御されている (Aggarwal et 
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に一致した (Tsuruya et al., 2003b)。 
第2章では、IL-6がSTAT3やERK依存経路を活性化することにより抗酸化ストレス因子産
生の誘導をおこしシスプラチン誘発性急性腎障害における酸化ストレス防御を調節するこ
とを示した (Mitazaki et al., 2009)。Klein (2005) らは野生型マウスにIL-6を前投与するこ
とで肝細胞障害を完全に抑制したが、肝特異的gp130ノックアウトマウスでは抑制されなか
ったことから、肝保護作用はgp130を介するシグナルに依存することを報告している 
(Klein et al., 2005)。Plum (2010) らもまた、肝細胞においてgp130/STAT3介在シグナルの






性にはsmall Maf (MafG or MafK) やJun (c-Jun, Jun-B, and Jun-D) タンパク質が関係し、
HO-1、NADP (H) quinine oxidoreductase 1 (NQO1) およびグルタチオンSトランスフェ
ラーゼA1のような解毒酵素を誘導すると報告されている (Cho et al., 2002; 












で、酸化ストレスに対して細胞保護作用を持つ (Duann and Lianos, 2009)。HO-1 の誘導
は多くの腎障害モデルにおいて機能不全の軽減に関与することが示されている。近位尿細
管の HO-1 過剰発現はオートファジー作用の遅延を生じ、ROS の産生を低下し、シスプラ
チンによる細胞毒性に対して保護効果を示すことが報告されている (Bolisetty et al., 
2010)。IL-6-/-マウスにおいてシスプラチンによりHO-1遺伝子発現は有意に誘導されたが、
DMTU 投与により HO-1 遺伝子発現の増加は抑制された。IL-6-/-マウスでは、酸化ストレ
スは増強すると考えられることから、シスプラチン投与後の IL-6-/-マウスにおける ROS の
過剰発生を消去するために HO-1 発現の強い誘導が起こったが、DMTU により ROS が消
去された結果、HO-1 発現は減少したと考えられる。  
MT-1 および MT-2 はシスプラチン投与後に強発現し、野生型マウスおよび IL-6-/-マウス
において、DMTU 前投与により増加した。また、DMTU は IL-6-/-マウスにおいて MT-2 発
現を有意に減少した。Kobayashi (2007) らはMnCl2処置後の IL-6-/-マウスの肝臓において、
MT 発現が起こらなかったことから、肝臓 MT 合成は肝障害とは関係なく IL-6 産生に依存
すると報告している (Kobayashi et al., 2007)。 IL-6 欠損は DMTU 投与後の MT-1 および
MT-2 発現に影響を及ぼすことが示唆される。 




















していないと考えられた (第 2 章)。次に、シスプラチン誘発性急性腎障害に対する IL-6 の
詳細なメカニズムを明らかにするために、酸化ストレスに焦点を当てて検討した。その結
果、IL-6 欠損によりシスプラチン誘発性急性腎障害において SOD 活性の減少、4-HNE の
過剰発現、ERKリン酸化の増加および近位尿細管上皮細胞の cox-2 発現の増加が観察され
た。これらの結果から IL-6 はシスプラチン誘発性急性腎障害発症において抗酸化ストレス
因子誘導を介して保護作用を示すことが明らかとなった (第 3 章)。最後に、抗酸化ストレ
ス薬を用いて、シスプラチン誘発性急性腎障害の改善効果を野生型マウスおよび IL-6-/-マウ
スにおいて検討した (第 4 章)。 
抗酸化ストレス薬である DMTU によりヒドロキシラジカルが消去される (Fig. 5-1)。
DMTU により IL-6-/-マウスにおいて野生型マウスと同程度まで BUN 値が改善したにも関
わらず、野生型マウスにおいてのみ Bcl-xL発現が DMTU 前投与により増加した。この結果
は、抗アポトーシス因子の発現には IL-6/STAT3 を介した誘導が必要であることを示唆して
いる (Fig. 5-2)。DMTU はヒドロキシラジカルを消去するものの、DMTU によって消去さ
れなかった他のROSに対してHO-1遺伝子発現が誘導されることが考えられる (Fig. 5-1)。
また、Nrf2 発現が野生型マウスにおいて DMTU 前投与により増加したにも関わらず IL-6-/-
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マウスでは変化が観察されなかったことから、IL-6 が Nrf2 発現の制御に関与していること
が示唆された。一方、Nrf2 などにより転写が活性化される HO-1 発現は IL-6-/-マウスにお
いて有意に増加した。低酸素状態で誘導され、種々の転写活性化をおこす hypoxia inducible 
factor (HIF)-1α 誘導性の HO-1 発現が炎症性サイトカインの発現を弱めること (Yeligar et 
al, 2010) や、HIF-1α の活性化が急性腎障害に対して保護作用を示すこと (Weidemann et 







(Ranganathan et al., 2013) や、IL-6 が樹状細胞の成熟と活性化過程において Smad2/3 核
転座に干渉することで transforming growth factor-β (TGF-β) を阻害する (Lin et al., 
2013) などの報告に注目している。IL-6 の保護作用を明らかにするためには、これらの新
しい因子と IL-6 の関与について解析することが必要である。今後、細胞内での ROS の動
向や詳細なシグナル伝達経路を明らかにするために in vitro の検討も必要であると考える。 
シスプラチン誘発急性腎障害に対する DMTU の効果には、分子シャペロンタンパク質と




ン腎障害モデルにおいて減少する (Ledeganck et al., 2013) という報告や、アルカロイド
の一種であるセファランチンがメタロチオネイン発現を介してシスプラチン誘発性毒性を





本研究において、IL-6 が Bax や cox-2 の誘導および caspase-3 活性化を抑制する一方、
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